Introduction
Os�������s�s �s � ������ ��s��s� ����������z�� by � �����-���� �� b��� ��ss ��s�l���g ���� ��� ��g����� b�l���� b��w��� b��� ��������� ��� b��� ��s�������� (1) . I� ��� ����� �� ��y �g� ��� �� ��y ������ �� �����l g����, �l����g� �� �s ���� ������ �� ��s�-�������s�l w����, ��� ������s ��ll���s �� ����l� w��l�w��� (2, 3) . T�� ��s� s�����s ���s�q����� �� �s�������s�s �s ��������, w���� �s �ss������� w��� �� ������s� �� s�bs������l ���b����y, �����l��y ��� s����l ��s�s. E��ly ������������, ��w ��ss�bl� w��� ��� ��l� �� s��� ��������� ����������s, ��y reduce the risk of first and recurrent fractures (4) . However, the l��k �� ��l��bl� ��� ��������� ���gs �� ���� �s�������s�s-��l���� ���g�l��y ��������s ������s �� ��������� gl�b�l �ss��. T��������, ����� �s � �l��� �l�����l ���� �� ����l�� ��w b��� ���b�l�� �g���s ��� ��� ���������� ��� ��������� �� �s�������s�s. N�����l �������s ���� ���� ��l�����ly ��w�� s���-������s ���� b��� �s�� �l�����lly. Epimedium, ��� �� ��� ��s� ���q����ly ���s���b�� ���bs, ��s b��� ���l�z�� �� ����������l C����s� �������� ��� ��� ��������� �� �s�������s�s. I������ (C 33 H 40 O 15 ; ��l���l�� weight, 676.67), a flavonol glycoside obtained from this herb, is b�l����� �� b� ��� ��j�� ������ �������� ���� �������s ��� ��s b��� ���������� ������s (F�g. 1) (5, 6) .
R�����ly, ������� w�s ����� �� b� ������������lly �����-���� �� �����������z�� ���s. I� ������s�s ���b���l�� b��� ������l ���s��y (BMD) ��� b��� s����g�� ��� �������s ��� s�����ss��� �� s���� C� l���ls (7, 8) . I� ��������, ������� ��s b��� s��w� �� ������s� ��ll ���l���������, ���������������, ������l�z�����, �s�����l��� s��������, �s w�ll �s ��� �x���ss��� l���ls �� b���-��l���� �������s �� � ��s�-��������� ������ �� ������y �s���bl�s��� ��lls (9) (10) (11) . T��s� ��s�l�s s�gg�s� ���� ������� �������s b��� l�ss by s�����ss��g b��� ��s������� ��� s����l����g b��� ���������. H�w����, ��� �����s������g �� ��s �����s� �������s� �� b��l�g���l ������ �� b��� ��������� ������s ������l���.
B��� �s �� ������ ��ss�� ���� �����g��s ���s���� ������l��g �� w���� �l� b��� �s ��g����� by �s����l�s�s (b���-��s��b��g ��lls), ��� s�bs�q����ly ���l���� by ��w b��� ������ by �s���bl�s�s (b���-������g ��lls), ��� � �����ss k��w� �s ������l��g (12) . B��� ������l��g, �� ������ ��� �y����� �����ss, ����l�����s ��� ������ �� ���������g� ��� �������s ��l���� ���� b��� s����s ��� ��ll�l�� ��������s. Os���bl�s�s ��� ��� �b����s ���g�� ��� �g���s ���� ��� �� ������� b��� ���b�l�s� (13, 14) . A k�y s�g��l��g ��������� �� b��� �����-���� �s b��� ������g���� �������-2 (BMP-2), � ���b�� �� ��� Cell culture. T�� �FOB 1.19 ����� �s���bl�s��� ��ll l��� �b������ ���� ��� I�s����� �� B�������s��y ��� C�ll B��l�gy, C����s� A�����y �� S������s (S���g���, C����) w�s ��l����� in DMEM, supplemented with 10% (v/v) FBS, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 µg/ml) at 37˚C in a humidified incubator with 5% CO 2 . T�� ������ w�s ���l���� ����y 3 days. At 80-90% confluence, the cells were seeded in 96-or 6-w�ll �l���s �� � ���s��y �� 1x10 5 �� 3x10 3 ��lls/w�ll, ��s���-����ly, ��� ��������� �ss�ys. T�� ��lls �s�� �� ���s s���y w��� subjected to ≥30 cell passages. Western blot analysis. T�� ������� ��lls w��� �����s��� ��� lys�� w��� N������ P-40 lys�s b����� (20 �M T��s-HCl, �H 7.5, 150 �M N�Cl, 1 �M MgCl 2 , 1 �M C�Cl 2 , 10% glycerol, 1% Nonidet P-40) supplemented with protease inhibitors (2 µg/�l ���������, 2 µg/�l l�������� ��� 1 �M PMSF) ��� ���s�����s� ����b����s (1 �M s����� �������������, 10 �M N�F). P������ �������������s w��� ���������� �s��g ��� BCA ������� �ss�y. Eq��l ������s �� �������s w��� s�������� by SDS-PAGE on a 12% reducing gel at a constant voltage (110 V) ��� �����x�����ly 2 �, ��� ����sbl����� ���� PVDF membranes. The non-specific binding sites on the membranes were blocked with 5% skimmed milk. The blots were probed w��� �����l���l ��bb�� ����-����� S���4 (1:2,000), Cb��1/ R��x2 (1:1,000) ��� β-����� (1:1,000) ����b����s ������g�� at 4˚C with rocking, followed by incubation with goat anti��bb�� ���j�g���� w��� ���s�����s� ����x���s� (1:2,000). T�� ����g��-����b��y ����l�x�s w��� ���� �������� w��� �������� �����l�����s����� (ECL) ���g��� (S���� C��z B��������l�gy, Inc., USA). Bands were then quantified by scanning densitom���y (170-8070 M�l���l�� I��g�� C����D�� XRS Sys���; B��-R��). P������ �������������s w��� ���������� �s��g ��� T���� 190 ������� �ss�y sys��� ��� �����l�z�� �� β-����� �� ��� s���l�.
Statistical analysis. D��� w��� ���lyz�� �s��g ��� SPSS ���k�g� ��� W����ws (���s��� 13.0). Q����������� ���� w��� �x���ss�� �s ��� ����s ± s������� ��������� (SD). S����s����l ���lys�s �� ��� ���� w�s ��������� w��� ��� S������'s �-��s� ���
ANOVA. P-��l�� <0.05 w�s ���s������ �� �������� � s����s��-cally significant difference. ��� 10 -6 M, respectively, significantly higher than that of the control cells (P<0.05) (Fig. 3) Os�������s�s, � ���g��ss��� ��s����� �� �g��g b���, �s � w��l�w��� ���l�� ���bl�� w��� � ��g� �����l����. B��� �s � �y����� ��ss�� w����by �l� b��� �s ������� by �s����l�s�s ��� ��w b��� �s ������ ���������sly by �s���bl�s�s. B��� g�����-����, ����������� ��� ���l��g ��� ����l������ �����ss�s �� w���� �s���bl�s�s, �s����l�s�s, ��� �s����y��s ��� k��w� �� �l�y ��������� ��l�s (18) . M�l���l� ������s ��� ���s� ��� l�ss �� b��� ��ss, ���l����g ������s�� b��� ��������, w���� ��s�l�s �� �� ��b�l���� �� �s����l�s�s ��� �s���bl�s�s �� ��� b��� ������l��g �����ss (19) . T��������, �g���s w��� �� ���b�l�� ������ �� ��� b��� ��y b� ��������� �� ������s��g ��� �������y �� �s���bl�s�s ��� �������g �s�������s�s. BMPs �l�y ��������� ��l�s �� ��� ��g�l����� �� b��� �����-����, ������ ��� ����������� (22) . BMP-2 ��s �����s������ � s����g �s���-��������� �������y, ��� ��s b��� s��w� �� ������ ��� �s���bl�s��� ��������������� �� ������s �y��s �� ��lls, ���l����g ���-�s���bl�s�s, ���������������� ��s����y��l ��lls ��� b��� �����w s�����l ��lls (23) . T�� �������� �� BMP-2 �s �������� by ���������������� s�����/��������� k���s� ��������s ��� ��� ��w�s����� ����s�������� ������s, S���1, 5 ��� 8 (24) . A���� ���s� ����s�������� ������s ��� ���s����yl���� �� s����� ��s����s, ���y ���� � ����l�x w��� S���4 (� ������ ����-����), ��� s�bs�q����ly ��� ����l�x �s ����sl������ ���� ��� ���l��s �� �������� ��� ����s�������� �� Cb��1/R��x2, �����by ��g�l����g b��� ����b�l�s� (25) . O�� ��s�l�s ��������� ���� ��� BMP-2, S���4 ��� Cb��1/R��x2 �x���ss��� ������s�� �� ��� �������-������� �FOB 1.19 ��lls.
Results

Effect of icariin on cell viability
Os���bl�s�s ��� ��������� �� ��� ��s������� ���� ��� �s���-�l�s�s ��� ��������� �� ��s��b �l� b��� �� ��� b��� ������l��g �����ss. OPG ��� RANKL ��� �������l �� ����������g �s���-�l�s��g���s�s ��� b��� �����s��s�s (26, 27) . OPG bl��ks ���s� ������s ��� �������s b��� ��s�������, w�����s RANKL �����s���s ��� �s���bl�s�-������� ������ ��q����� ��� �s����l�s� ��������� (28, 29) . T�� l���ls �� OPG ��� RANKL �l�y �����-���� ��l�s �� ��� ��g�l����� �� ��� ��������� �� �FOB 1.19 ��lls. O�� s���y ��������s ���� OPG ��� RANKL �RNA �x���ss��� ������s�s ����� ��������� w��� �������. As ��s s����l����y ������s �� OPG �RNA �x���ss��� w��� s����g�� ���� ���s� �� RANKL �RNA �x���ss���, ��� ������s �� ������� �� 10 -9 ��� 10 -6 M �� ��� OPG/RANKL ����� w��� �ls� s����l����y. T��s� ��s�l�s s�gg�s� ���� ������� �������s b��� ��������� �����g� ��s ������ ������s �� ����l����g ��� �x���ss��� �� OPG ��� RANKL.
Icariin, an active ingredient identified in Epimedium, �s ������ly �s�� ��� ��� ��������� �� �s�������s�s �� ����������l C����s� ��������. T�� ���s��� s���y �l���ly �����s�����s ���� ������� ����l���s ��� �����ss �� b��� ��������� ��� ��� ��g�l����� �� ��� BMP-2/S���4 s�g��l ����s������� ����w�y �� �FOB 1.19 ��lls. O�� s���y �������s ��� �������� �� s������ ��� �s� �� ������� �s �� ��������� ��������� ��� ��� ����g����� �� �s�������s�s. F������ s�����s ��� ��q����� �� �l������� ��� �������s�s by w���� ������� �������s �g���s� b��� l�ss.
